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© Verfahren zur Herstellung von bioabbaubaren Mikrokapseln wasserlosllcher Peptide und Proteine 
sowle nach dlesem Verfahren erhaltene Mikrokapseln. 

© Es wird ein Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren Mikrokapseln wasserlSsllcher 
Peptide/Proteine beschrieben. Der biologisch abbaubare Trager ist ein Gemisch aus PHB und PLGA. Die 
Kapseln werden durch VersprUhen einer Suspension, Losung oder Emulsion aus Wirk- und TrSgerstoffen 
erhalten. 
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Verfahren zur Herstellung von bioabbaubaren Mikrokapseln wasseri sllcher Peptide und Proteine 
sowie nach diesem Verf ahren ertialtene Mikrokapseln 



WasserlSsliche Peptide und Proteine als Arzneistoffe werden wegen ihrer Zersetzung im sauren Milieu 
des Magens unter Umgehung des Gastrointestinaitraktes appliziert. In der Regel werden solche v 
Peptide/Proteine parenteral als Injektionslosung oder nasal in Form einer SpraylQsung angewendet 
5 FQr eine Langzeitbehandiung bestimmter Krankheiten kann es erforderlich sein, den Wirkstoff als 
Depot- Arzneiform zu appiizieren. Es wurde bereits in der Literatur beschrieben, dafl Arzneistoffe. auch 
Peptide, in poly mere Matrixsysteme Inkorporiert werden und diese Matrices Z.B. in Form von Mikrokapseln 
Oder stabchenformigen Impiantaten hergestelit werden (vgl. z.B. EP-B-58481 und EP-B-52510). 

Zur Herstellung der Matrix werden insbesondere bioabbaubare Polymere. die ein operatives Entfernen 
io eines Polymerimplantates Gberfiussig machen, verwendet 

Die bioabbaubaren Polymere, die in der Literatur fUr diese Anwendung beschrieben werden, sind 
Polyamide, Polyanhydride, Polyester, Poly(ortho)ester und Polyacetale. 

Die am haufigsten beschriebenen Poiymeren sind die Polyester. Diese setzen sich aus Monomeren 
zusammen. die im menschlichen Oder tierischen K5rper vorkommen, wie z.B. Milchsaure.-Glykolsaure Oder 
15 3-Hydroxybuttersaure. 

Zur Herstellung von Mikrokapseln aus Polyestem werden in der Literatur verschiedene Verfahren 
beschrieben. zu denen neben der Phasenseparation ( = Ausfallen des Poiymeren auf die Wirkstoffteilchen- 
oberflache), das solvent evaporation- Verfahren (= Verdampfen des Polymerlosungsmittels aus einer 
Emulsion des L5sungsmitte!s in Wasser, bei dem das geloste Polymer ebenfalls Wirkstoffteilchen, die sich 
20 in der Emulsion befinden, umhuilt) und auch die SprOhtrocknung gehSren. 

Bei wasserlSslichen Peptiden/Proteinen, die nach dem Phasenseparationsverfahren oder dem solvent 
evaporation-Verfahren mikroverkapselt werden kSnnen, stellt sich das Problem, dafl sich das Peptid/Protein 
wahrend des Verkapsetungsvorganges durch Losen Im Wasser teilweise oder ganz der Verkapselung durch 
das Polymer entzieht. 

25 Die SprOhtrocknung von Feststoffen aus ihrer LQsung kann unter geeigneten Herstellbedingungen in 
Gegenwart eines poiymeren HailmateriaJs zur Ausbildung - von Mikrokapseln fUhren. Wahrend die 
Peptide/Proteine in der Regel gut wasserlSslich sind, lassen sich die bioabbaubaren Polyester in Wasser 
nicht losen. Urn nun die wasserioslichen Peptide in Mikrokapseln zu UberfUhren, kann man 
a) den Wirkstoff mikronisiert in der organischen Polyesteridsung dispergieren 
30 b) eine waBrige Wirkstofflosung in der organischen Polymerlosung emulgieren 

c) Wirkstoff und Polymer in einem Ldsungsmittel oder einem Losungsmittelgemisch I5sen 
und anschlieflend der SprOhtrocknung unterziehen. 

Je nach angewandtem Verfahren resultieren, wie entsprechende Untersuchungen zeigen, unterschiedli- 
che Wirkstofffreigabeprofile. Diesen Profilen gemeinsam aber ist dafl die Wirkstofffreigabe mit der Zeit in 
35 etwa exponentiell abnimmt und dadurch bedingt urn einen therapeutischen Effekt zu erzielen, zu gering ist 
Diese Aussage gilt insbesondere fdr die gut versprtlhbaren Homopolymeren Poly-{L)-lactid. Poly(DL)- 
lactid und PoiyhydroxybuttersSure. 

Es ist auch schon beschrieben worden, daB aus biologisch abbaubaren Copolymeren wie Poly-(OL)- 
lactid-co-glykofid ( = PLGA) Peptide Qber einen IMngeren Zeitraum in ausreichender Menge freigesetzt 
40 werden. Solche bioabbaubaren Copolymere lassen sich jedoch durch SprOhtrocknung nicht zu Mikrokapseln 
verarbeiten. 

Oberraschend wurde nun gefunden, 6aB sich Mischungen aus einem an sich gut versprUhbaren 
Homopolymer mit einem an sich nicht versprOhbaren Copolymer (PLGA) bis zu einem Gewichtsverhaltnis * 
von 50 Gewichtsprozent problemlos versprQhen lassen. 

46 Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren Mikrokapseln i 
wasseriosiicher Peptide und Proteine, dadurch gekennzeichnet da£ man das Peptid oder Protein in der 
Ldsung einer Mischung aus dem Homopolymeren PolyhydroxybuttersSure (PHB) und dem Copolymer 
Pojylactid-co-glykolid (PLGA), wobei das Mischungsverhaitnis von PHB zu PLGA zwischen 99 : 1 bis 20 : 
80 Gewichtsprozent liegt, suspendiert oder I5st, Oder eine wSBrlge LOsung des Peptids oder Proteins in der 

so Losung einer Mischung aus PHB und PLGA, wobei das Mischungsverhaitnis von PHB zu PLGA zwischen 
99 : 1 bis 20 : 80 Gewichtsprozent liegt, emulgiert und di Suspension, Ldsung oder Emulsion anschlieflend 
versprfJht sowie nach diesem Verfahren erhaltlich Mikrokapseln. 

Di Peptide/Proteine liegen zweckmMfligerweise in feinverteilter Oder mikronisierter Form vor. Die 
Mikronisierung erfolgt z.B. in der LuftstrahlmUhle: der T llchendurchmesser betrSgt zweckmSfligerweise < 
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20 urn. Im Polymergemisch ist der PHB-Anteil vorzugsweise im Bereich von 90 bis 40 Gew.-%, der PLGA- 

Anteil liegt insbesondere im Bereich von 10 bis 60 Gew.-%. 

Der biologisch abbaubare Trager ist eine Mischung aus PHB und PLGA. Die Polyhydroxybuttersaure 

hat ein Molekulargewicht von 5000 bis 60000, vorzugsweise von 7000 bis 35000. Als PLGA kommt ein 
5 Copolymer aus Polylactid und Polyglykolid in Frage. im Bereich von 99 : 1 bis 1 : 99. Vorzugsweise sollte 

der Polylactid-Anteil im Bereich von 80 bis 50 Gew.-%, der Polyglykolid-Anteil sinngemafl im Bereich von 

20 bis 50 Gew.-% liegen. Das Molekulargewicht des PLGA wird durch die Bestimmung der inhSrenten 

Viskositat indirekt bestimmt Die iiiharente Viskositat, gemessen bei einer Polymerkonzentration von 1 

mg/ml in Chlorform bei 25 *C liegt im Bereich von 0,3 bis 0.8 dUg, vorzugsweise 0,4 bis 0.6 dL7g. 
io Je nachdem welches Ldsungsmittel eingesetzt wird r erhSIt man eine Suspension oder Losung des 

Wirkstoffes in der Polymeri5sung. Eine Suspension wird z.B. bei Verwendung von Chloroform oder 

Dichlormethan erhalten; eine Losung kann durch Verwendung eines Ldsungsmittelgemisches, wie z.B. 

Wasser/Ethanol/CHCI 3 (ternMres Gemisch) erzielt werden. Ebenso kann zur Erzeugung einer LOsung auch 

ein Losungsmittel wie DMF eingesetzt werden. 
/5 Urn eine Emulsion herzustellen, wird die waflrige Peptid-/Proteinl6sung in der Losung des Polymerge- 

misches in z.B. CHCb oder CH2CI2 emulgiert 

Je nach eingesetzem Peptid/Protein ist entweder das Suspension s-/Ldsungsverfahren oder das Emul- 

sionsverfahren besser geeignet Die Verspruhung der Suspension. Losung oder Emulsionen oder Dispersio- 

nen erfolgt nach bekannten Methoden z.B. im Mini Spray. Dryer der Firma BUchi. 
20 Je nach angewandtem Polymeric sungsmittel (Dimethyiformamid. Dichlormethan. Chloroform. z.T. in 

wSflriger Emulsion) werden beim VersprOhen Temperaturen von 20 "C bis 110*C, vorzugsweise von 45* C 

bis 95 *C, bendtigt, denen die Mikrokapseln nur fOr wenige Sekunden ausgesetzt sind. Damit ist das 

Verfahren sehr schonend. 

Die Oberflache der Mikrokapseln ist glatt; sie weist nur vereinzelt sichtbare Poren auf. 
25 Im Querschnitt erscheinen die Mikrokapseln teilweise als Hohlkugeln mit einer 1 bis 3 urn dicken Wand, 

die je nach Herstellweise mehr oder weniger mit kleinen Hohiraumen erfullt ist. Zum Teil werden aber auch 

gefUllte Kugeln gefunden. 

Die Mikrokapseln fallen als feinteiliges Pulver an. Die sehr feinteiligen Pulver zeigen im rasterelektro- 
nenmlkrospoplschen Bild das Vorhandensein von nahezu kugelfoVmigen Partikeln mit einem Durchmesser £ 
30 50 um, die z.T. zu Agglomeraten vereinigt sind, die meist maximal 100 urn grofl sind. Durch Variation der 
Verfahrensbedingungen kann man die Grtffle der Mikrokapseln variieren; der Durchmesser liegt bei 50 % 
der Kapseln meist zwischen 10 und 75 um. 

Die Beladung der Mikrokapseln mit Wirkstoff (= Wirkstoffgehalt) betragt vorzugsweise 3 bis 17 %. 

Als Wirkstoff eignen sich alle wasserldslichen Peptide und Proteine und deren physiologisch vertragli- 
35 che Salze. Die Peptide und Proteine konnen natOrlichen, halbsynthetischen und synthetischen Ursprungs 
sein. Insbesondere kommen Buserelin, Protirelin, Somatoliberin und Angiogenin in Betracht. 

Aus den Mikrokapseln wird der Wirkstoff verzogert abgegeberi. Die Freigabe kann durch Zugabe von 
Freigaberegulatoren beeinfluflt werden. Freigabebeschleuniger, wie z.B. Citronensaure, Lactose oder Glycin 
kdnnen erheblich zu einer steileren Freigabe beitragen. Die Freigabebeschleunigung kann sich negativ auf 
40 die Lange der Freigabedauer auswirken. 

Als Freigabebeschleuniger kommen hydrophile Stoffe anorganischer, organischer oder polymerer Natur 
in Frage, z.B. 

1. anorganische Stoffe: z.B. Natriumchlorid, Natriumdlhydrogenphosphat, Siliciumdioxld (^Aerosil 

200). 

45 2. organische Stoffe: z.B. CitronensSure, Lactose, Mannit Glycerin. DMSO, EssigsSure. Sojalecithin 

3. polymere Stoffe: Polyethylenglykol. Humanalbumin. Polyoxyethylen-polyoxypropylencopolymer 
(z.B. ©Pluronic). 

Die Freigabe wird insbesondere beeinfluflt durch die Zusammensetzung des Polymerengemisches, die 
50 Wirkstoffbeladung und die Grofie der Mikrokapseln. Mit Zunahme der Wirkstoffbeladung steigt der Initialre- 
lease an, was gleichzeitig nach einigen Tagen zu niedrigen Freigaberaten fOhit insbesondere wenn z.B. 
beim Buserelin die Mikrokapseln nach dem ,, Suspensionsverfahren ,, hergesteilt wurden. Beim 
•Emulsionsverfahren" ist bei gleicher Wirkstoffkonzentration entweder der Initialrelease kleiner oder die 
tSglichen Freigaberaten Ober 4 Wochen hQher, so dafl hier dieses Verfahren vorzuziehen ist. 
55 Bei geringerer Wirkstoffbeladung wird die Wirkstofffreigabe durch Zunahme des PLGA-Gehaltes weni- 
ger beeinfluflt als bei h6herem Wirkstoffgehalt Bei einem PHB/PLGA-Verhaltnis von 70730 veriauft z.B. bei 
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einem Wirkstoffg halt von 6.3 % di Fr igabe noch relatlv flach. SI steigt bei 8,4 % initial deutlich an und 
verlauft Uber die 2. bis 4. Woche auf rhdhtem Niveau gegenGber 6,3 % (vgl. auch Beispiel 1). 



5 Beispiel 1 

a) 0,252 g BusereHnacetat werden in 3,0 g Wasser gelost Die waflrige Losung wird mit Hilfe eines 
Rotor-Stator-Homogenisators in einer waBrigen Losung von 2,63 g PHB 30.000 und 1,12 g PLGA 7525 
(PHB : PLGA = 70 : 30) in 92,0 g Chloroform emulgiert und in einem UborsprGhtrockner versprtlht Oie 
io Spruhparameter werden wie folgt eingestelit 



1. Bngangstemperatur 


90'C 


2. SprOhfiow 


500 Skalenteile 


3. Aspirator 


16 " 


4. Pumpenleistung 


3" 



Die Mikrokapseln fallen als weifles, rieselfahiges Pulver an. Ausbeute: 1,4 g = 35 % der Theorie, 
Wirkstoffgehalt 6,3 %. 

20 b) In gleicher Weise werden Mikrokapseln hergesteilt, unter Verwendung von 0,336 g Peptid und 2,56 

g PHB 30000 und 1.10 g PLGA 75 : 25 (PHB : PLGA = 70 : 30). Wirkstoffgehalt 8.4 %. Ausbeute: 1,8 £ 
45 % der Theorie. 

Fur 20 mg Mikrokapseln wurden die in vitro-Freigaberaten wje folgt bestimmt: 
25 20 mg Mikrokapseln werden in 2.0 ml einer Phosphatpufferldsung pH 7,4 eingebracht und 24 h Jang bei 
+ 37*C eluiert Nach Trennung des Buats von den Mikrokapseln wird das Eluat mit Hilfe eines Radioimmu- 
noassays (RIA) auf den Buserelingehalt geprOft. Die zurQckbleibenden Mikrokapseln werden erneut in 2,0 
ml Phosphatpufferlosung gegeben und wiederum 24 h lang bei 37 "C eluiert. Dieser ProzeS wird Uber 28 
Tage analog fortgesetzt. 

30 Die aus den Eluaten bestimmten BusereKnacetat-Mengen sind in der folgenden Tabelle ausschnittswei- 
se zusammengestellt 







Wirkstoffgehalt 


Wirkstoffgehalt 


35 




6,3 % 


8.4 % 




Tag 2 


85 ug 


484 ug 




Tag 7 


31 ug 


51 ug 




Tag 14 


8ug 


35 ug 




Tag 21 


5ug 


19 ug 


40 


Tag 28 


4ug 


15 ug 



Vergleicht man die in vitro-Freigabeprofile der nach SpriJhtrocknung herstellbaren Buserelin-Mikrokap- 
sein auf Basis PHB (gemafl Beispiel 2a) mit dem nach SprOhtrocknung gewonnenen Mikrokapseln auf Basis 
PHB/PLGA-Mischung (gemafl Beispiel 2b), so ist das Freigabeprofil der 8,4 % beladenen Mikrokapseln auf 
Basis PHB 30.000 deutlich flacher verlaufend; ais das der ebenfalls 8.4 % beladenen Mikrokapseln auf 
Basis PHB 30.000/PLGA 75 : 25 Mischung im VerhSltnis 70 : 30 (vgl. Beispiel 2). 



Beispiel 2 

a) 0.336 g Busserelin werden in 4,0 g Wasser ge!6st Die wS0ige LQsung wird mit Hilfe eines Rotor* 
Stator-Homogenisators in einer Ldsung von 3,66 g PHB 30000 in 92,0 g Chloroform emulgiert und in einem 
LaborsprGhtrockner versprtlht Die SprOhparameter entsprechen denen von Beispiel 1 . Ausbeute: 2.4 g = 
80 % der Theorie. Wirkstoffgehalt 8.4 %. 

b) Gleiche Darsteliung wie Beispiel 1 b) 

Die in vitro-Freigaberaten wurden analog Beispiel 1 b stimmt 
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wirKStOTtgenait 


O A Of 




Q A o/ 






PHB 30000 


PHB 






30000/PLGA 






70/30 


Tag 2 


318 ug 


484 ug 


Tag 7 


30 ug 


51 ug 


Tag 14 


6ug 


35 ug 


Tag 21 


3ug 


19 ug 


Tag 28 


3ug 


15 ug 



75 

Belspiel 3 



Unter Verwendung eines Polymerengemisches aus 1,88 g PHB 30000 und 1,88 g PLGA 75 : 25 (PHB : 
PLGA = 50 : 50) werden wie in Belspiel 1a) beschrieben Mikrokapseln mit einem Wirkstoffgehalt von 6,3 % 
20 hergestellt Diese Mikrokapseln mit einem Wirkstoffgehalt von 6,3 % weisen nach einer vierwdchigen in 
vitro-FreigabeprGfung noch > 50 % des Wirkstoffgehaftes auf, Eine in etwa lineare Wirkstofffreigabe erfolgt 
uber 3 Monate (PrOfungsmethode s. Beispiel 1) 



Wirkstoffgehalt 6,3 %, PHB 30000/PLGA 75: 25 


50/50 










freigesetzte 




freigesetzte 




Menge 




Menge 


Tag 2 


84 ug 


Tag 63 


5ug 


Tag 7 


31 ug 


Tag 70 


6 ug 


Tag 14 


7ug 


Tag 77 


5ug 


Tag 21 


5ug 


Tag 84 


7ug 


Tag 28 


4ug 






Tag 35 


5ug 






Tag 42 


7ug 






Tag 49 


7ug 






Tag 56 


5 ug 
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AnsprUche 

45 1. Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren Mikrokapseln wasserloslicher Peptide und 
Proteine, dadurch gekennzeichnet, dafl man das Peptid Oder Protein in der Losung einer Mischung aus 
dem Homopolymeren Polyhydroxybuttersaure (PHB) und dem Copolymer Polylactid-co-giykolid (PLGA), 
wobei das Mischungsverhaltnis von PHB zu PLGA zwischen 99 : 1 bis 20 : 80 Gewichtsprozent liegt, 
suspendiert Oder !5st, Oder eine wSflrige L6sung des Peptids oder Proteins in der L6sung einer Mischung 

so aus PHB und PLGA wobei das Mischungsverhaltnis von PHB zu PLGA zwischen 99 : 1 bis 20 : 80 
Gewichtsprozent liegt. emulgiert und die Suspension. L6sung oder Emulsion anschlie/tend versprOht. 

2. Verfahren gemMfl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl man eine Mischung mit einem PHB- 
Anteil von 90 bis 40 Gew.-% und einem PLGA-Anteil von 10 bis 60 Gew.-% verwendet. 

3. Verfahren gemS0 Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl man als Wirkstoff Buserelin, Protirelin, 
55 Somatoliberin oder Angiogenin oder ein physiologisch vertrSgiiches Saiz dieser Verbindungen verwendet 

4. Verfahren gema*fl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl man Buserelin oder ein physiologisch 
vertragliches Buserelin-Salz verwendet 
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5. Verfahren gemSfl Anspruch 1 f dadurch gekennzelchnet dafl man zusatzlich einen Freigaberegulator 
verwendet _ 

6. Mikrokapseln emaWich nach Verfahr n gemafl Anspruch 1. 
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